بررسی حضور آلژینات در ایزوله های سودوموناس آئروژینوزا با الگوی مقاومت

دارویی چندگانه جدا شده از نمونه های بالینی بیمارستانهای های شهرهای قزوین و

تهران by Pourzereshki, Narges et al.
 با الگوی مقاومت  آئروژینوزا در ایزوله های سودوموناس آلژینات بررسی حضور 
و  ینقزو هایهای شهر هایجدا شده از نمونه های بالینی بیمارستاندارویی چندگانه 
 تهران
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  مقدمه:
 بیماری زای فرصتباسیل گرم منفی  آئروژینوزا سودوموناس
قابلیت بالایی در بیماریزایی و ایجاد عفونت در  طلب است که 
این  .بیماران بستری و افراد دارای نقص در سیستم دفاعی بدن دارد
های  و بیماریز بدن را درگیر کند ا عضویتواند هر ارگانیسم می 
 ،بافت نرم مجاری تنفسی، بالینی مهمی از جمله عفونت های
دستگاه ادراری و باکتریمی را ایجاد می  عفونت ،استخوان ها
یکی از عوامل  آئروژینوزا سودوموناسدر حال حاضر . 1-3کند
مهم ایجاد کننده عفونت های بیمارستانی به ویژه در بیماران 
 ارستانی از جمله بخش مراقبتدر بخش های بحرانی بیمبستری 
. توانایی تحمل محدوده 4-5استو پیوند اعضا سوختگی  ویژه،
دمایی وسیع، نیاز تغدیه ای حداقل و مجهز بودن به فاکتورهای 
بیماریزایی متنوع، از جمله عوامل تاثیرگذار در قابلیت بقای این 
اومت مق مارستانی است.گانیسم های بیماریزا در محیط های بیار
، تقی ناصرپور 1نرگس پور زرشکی
 *2، امیر پیمانی2فریور
 
 
. دانشگاه آزاد اسلامی واحد زنجان، زنجان، 1
 .ایران
ز تحقیقات سلولی و ملکولی، دانشگاه . مرک2
 .علوم پزشکی قزوین، قزوین، ایران
 
دانشگگگگاه علوم ، قزوین *عهده دار مکاتبات:
ز تحقیقگات سگگگلولی و مرک، پگزشگگگکی قزوین 
 .ملکولی
 
                     
 moc.liamg@inamyep.a :liamE
 
 
 
 
 چکیده
ه بیماری مبتلا بران فرصت طلب در بیمابه عنوان یک عامل بیماریزای  آئروژینوزا سودموناس :زمینه
دارویی مشکلات فراوانی را برای مقاومت در سالهای اخیر به سبب بروز می باشد که  های زمینه ای
اکثر عفونت های ناشی از این ارگانیسم توسط سویه های  اد کرده است.جمتخصصین کنترل عفونت ای
و تشکیل ال باعث اتصاز جنس آلژینات  یاگزوپلی ساکارید د که به سبب تولیدموکوئید ایجاد می شو
ا به همراه رمقاومت باکتری در برابر آنتی بیوتیک ها  میزانافزایش  می شود که بافت هدف بیوفیلم در
 سودوموناس بالینی ایزوله های درمولد آلژینات های  سویهبررسی فراوانی این مطالعه از هدف  .دارد
شهرهای قزوین و تهران می  های جدا شده از بیمارستانبا الگوی مقاومت دارویی چند گانه  وژینوزاآئر
 . باشد
 قزوینهای آموزشی شهر های بیمارستان از  آئروژینوزا سودوموناسایزوله  511 در مجموع :هاروش 
الگوی مقاومت دارویی در این ایزوله ها با استفاده . شدجمع آوری  3331 تا1331در طی سالهای  و تهران
از روش استاندارد دیسک آگار دیفیوژن سنجیده شد. ایزوله های با الگوی مقاومت دارویی چندگانه از 
مورد بررسی قرار گرفتند  RCPا استفاده از آزمون ب )Dgla(کپسول آلژیناتی نظر حضور ژن کد کننده
 ) انجام شد.gnicneuqeSو جهت تایید از نظرحضور ژن آزمون تعیین توالی(
مقاومت  ) از ایزوله ها با الگوی% 11/7(43این مطالعه نشان داد که در مجموع   از حاصل نتایج یافته ها:
) %12/7از نمونه خون ( اغلبیزوله های حاوی ژن مثبت بودند. ا Dglaندگانه از نظر حضور ژن دارویی چ
 ) بیمارستان های مورد مطالعه جداسازی شدند. % 33/5و از بیماران بستری در بخش های مراقبت ویژه  (
در ایزوله  Dgla ینتایج حاصل از این مطالعه حاکی از شیوع بالای ژن کد کننده کپسول نتیجه گیری:
 بیمارستان دربا الگوی مقاومت دارویی چندگانه جدا شده از بیماران بستری  سودوموناس آئروژینوزاهای 
ستفاده الذا نظر به اهمیت حضور این ارگانیسم های مقاوم با قابلیت تولید کپسول  ،است مطالعه مورد های
  .موثر ضروری استدرمانی مناسب کنترل عفونت و اقدامات از راهکارهای 
  . الگوی مقاومت دارویی چندگانه، آلژینات، ئروژینوزاآ سودوموناس :کلید واژه ها
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  توانایی کسب و پذیرش انواع فاکتورهای مقاومتذاتی دارویی و 
سبب بروز فنوتیپ جدیدی در این باکتری تحت عنوان الگوی 
مقاومت دارویی چندگانه شده است که همزمان به سه کلاس آنتی 
 ها از جمله بتالاکتام ها، آمینوگلیکوزیدها و فلورکینولون بیوتیکی
انواع مختلفی از  دارای آئروژینوزا سودوموناس.  3-7ستندمقاوم ه
 .ارندنقش دآن  بیماریزایی درفاکتورهای خارج سلولی است که 
تولید توکسین، آنزیم های متنوع، پروتئازها و دارا بودن پیلی، 
فلاژل و لیپوپلی ساکارید از جمله عوامل مهم بیماریزایی این 
ه بآلژینات  کپسولی از جنس تولید. 1ارگانیسم محسوب می شوند
اعث بیکی از مهمترین فاکتورهای بیماریزایی این ارگانیسم عنوان 
اتصال به سلول میزبان و سهولت در تشکیل میکروکلنی در بافت 
آلژینات اگزوپلی ساکاریدی چسبناک متشکل . هدف می گردد
ه مانع ک رونیک اسید می باشدگلوکو-ال مانورونیک اسید و -داز 
وسیتوز و حفاظت سلول باکتری از پاسخ ایمنی میزبان می از فاگ
د از این ارگانیسم بعدر عفونت های دستگاه تنفسی مزمن،  .3شود
ساکاریدی  ماتریکس پلی با تولید یک اتصال به سلولهای اپیتلیال
ز ا تشکیل بیوفیلم می دهد که مخاطی  ساخته شده از آلژینات
می  تآنتی بیوتیک ها محافظ باکتری در برابر دفاع میزبان و اثر
 یستیکس در بیماران مبتلا بهبه ویژه  تولید آلژیناتافزایش  .11کند
و شانس زنده ماندن باعث کاهش عملکرد ریوی  یسفیبروز
در  این تحقیق فراوانی ژن کدکننده . 11-31می شود بیماران
 دا شده ازج آئروژینوزا سودوموناسآلژینات در ایزوله های 
ین و قزو تری در تعدادی از بیمارستان های دو استانبیماران بس
مورد  RCPبه روش پرایمرهای اختصاصی  استفاده از با تهران
 بررسی قرار گرفت.
 مواد و روش ها:
 روی بر 3331 تا1331 های سال توصیفی مقطعی مابین مطالعه این
نمونه های  از شده جدا یآئروژینوزا سودوموناسایزوله  511
ادرار، زخم، خلط، برونکو آلوئولار لاواژ،  جمله از فمختل بالینی
شهر های  های آموزشی بیمارستان در بستری بیمارانتراشه و خون 
 .شد انجامتهران قزوین و 
 با آئروژینوزا سودوموناس های ایزولههویت  اییدت
بیوشیمیایی و میکروب شناسی انجام  استاندارد روشهایاستفاده از 
نگ آمیزی گرم، انجام آزمون های آزمون های ر. گرفت
) و مصرف MISاکسیداز، بررسی تحرک (کشت بر روی محیط 
سیترات (کشت بر روی محیط سیمون سیترات)، کشت بر روی 
، کشت برروی محیط ستریمید آگار، آزمون ISTمحیط 
) و توانایی F/Oاکسیداسیون/فرمنتاسیون (کشت بر روی محیط 
 سودوموناستشخیص   اد برایدرجه سانتی گر 24رشد در دمای 
الگوی حساسیت آنتی بیوتیکی تمامی . 41انجام گرفت آئروژینوزا
ایزوله ها بر اساس دستورالعمل (موسسه استانداردهای 
ک آنتی بیوتیمجموعه با استفاده از  )ISLC -آزمایشگاهی و بالینی
 بتالاکتام(سفوتاکسیم، سفتازیدیم)، کینولون (نالیدیکسیکهای 
پروفلوکساسین)  و آمینوگلیکوزید (جنتامایسین، اسید، سی
آمیکاسین) جهت تعیین الگوی مقاومت دارویی چندگانه استفاده 
. بدین صورت که ابتدا محیط مولر هینتون آگار تهیه شد و 51شد
تنظیم گردید. سوسپانسیون میکروبی  7/4تا  7/2آن بین  Hp
بر  وش چمنیاستاندارد بر اساس نیم مک فارلند تهیه شد و به ر
روی محیط مولر کشت داده شد. پس از قرار دادن دیسک های 
درجه  53ساعت در دمای  42مذکور، محیط های کشت به مدت 
سانتی گراد انکوبه شدند و سپس نتایج بر اساس دستورالعمل های 
 TSAMمربوطه ثبت شدند. دیسک های آنتی بیوتیکی از شرکت 
مون از سویه کنترل اشرشیا انگلستان خریداری شدند. در این آز
  CCTA35172 آئروژینوزا سودوموناسو     CCTA22352کلی 
 جهت کنترل انجام آزمون  استفاده  گردید.
با الگوی مقاومت  آئروژینوزا سودوموناسایزوله های 
با استفاده از پرایمرهای  Dglaاز نظر حضور ژن دارویی چند گانه 
 اختصاصی
 :R-'3و  '3-TCGGCTAGAGCGCCGTCTGC-'5 :F
  RCPبه روش .31 '5-AGGCGTTCTGGCAGCTCCAG
. بدین ترتیب که بررسی شدند) gnicneuqeS(و تعیین توالی 
ایزوله ها با استفاده از روش جوشاندن   ANDبتدا استخراجا
کلنی از کشت  5تا  4بدین صورت که   انجام شد. )gniliob(
 ,sirT Mm01(  ETاز بافر 113lµساعته باکتری را در  42
 53دقیقه در  5حل کرده، محلول را  )0.8 Hp ,ATDE Mm1
ار داده سپس آن را روی یخ گذاشتیم در ادامه پس از درجه قر
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 دقیقه از محلول رویی بعنوان  11به مدت  11121سانتریفوژ در دور
میکرولیتر  52در حجم  RCPالگو استفاده شد. واکنش   AND
 11، PTNdمیکرومول  112شامل  RCPانجام شد. هر واکنش 
واحد  1/5، LCgM2میلی مول در لیتر  1/5پیکومول از هر پرایمر، 
  Dgla الگو می باشد. تکثیر ژن ANDنانوگرم  15و  qaTآنزیم 
 smetsysoib deilppAبا استفاده از دستگاه ترمال سیکلر (
و تحت شرایط زیر انجام شد. دمای ساخت کشور آمریکا) 
سیکل  53دقیقه)، سپس  5درجه برای  53دناتوراسیون اولیه (
دقیقه  1درجه،  53دقیقه با دمای دناتوراسیون  1حرارتی شامل: 
درجه) و  27دقیقه 1( درجه، دمای تکثیر 15دمای اتصال پرایمر 
انجام گرفت.  دقیقه) 11درجه  27در ادامه دمای تکثیر نهایی (
و پس از  %1با الکتروفورز روی ژل آگارز  RCPمحصولات 
 ماتیدیوم برماید و مشاهده با سیسترنگ آمیزی با 
 بررسی شدند.   noitatnemucod leg
 یافته ها:
 به ترتیب  از آئروژینوزا سودوموناسایزوله های مطالعه  در این 
)، %12/7نمونه  ( 33)، ادرار %73/4نمونه ( 34نمونه های خون 
) %7نمونه ( 1)، خلط %3/3نمونه ( 11زخم )، %31نمونه ( 51تراشه 
) و از بیماران بستری در %4/3نمونه ( 5و برونکو آلوئولار لاواژ 
 32، داخلی  )%54/2بیمار ( 25 )UCIبخش های مراقبت ویژه (
بیمار  1)، جراحی عمومی %12بیمار (  32)، عفونی %12بیمار (
) %3/5بیمار( 4)، و  اعصاب %4/3بیمار ( 5)، جراحی اعصاب %7(
  .شدند به ترتیب جمع آوری
 14) از جنس مرد و  %15/3بیمار(  73در این مطالعه، 
)  از جنس زن بودند. با بررسی میانگین سنی بیماران %14/7بیمار (
 31مشخص شد که بیماران هدف در این مطالعه در محدوده سنی 
سال تعیین  25 ± 71سال قرار داشتند که میانگین سنی آنها   13تا 
 . شد
 برحسب بخش های بیمارستان های مورد مطالعه Dglaدارای ژن  سودوموناس آئروژینوزافراوانی ایزوله های  .1جدول 
 بخش مراقبت ویژه عفونی داخلی جراحی عمومی جراحی اعصاب اعصاب
  خشب
 ژن
 Dgla
 مثبت  24)33/5(  12)71/4(  11)51/7(  7)3/1(  4)3/5(  3)2/3(
 منفی  11)1/7(  3)2/3(  5)4/3(  1)1/3(  1)1/3(  1)1/3(
 مجموع  25)54/2(  32)12(  32)12(  1)7(  5)4/3(  4)3/5(
 
 
 
 
 برحسب نوع نمونه بالینی Dglaدارای ژن  سودوموناس آئروژینوزافراوانی ایزوله های  .2جدول 
 خون ادرار تراشه زخم خلط برونکو الوئولار لاواژ
  نمونه بالینی    
 ژن Dgla
 مثبت  33)12/7(  12)42/3(  21)11/4(  11)3/3(  3)5/2(  4)3/5(
 منفی  11)1/7(  5)4/3(  3)2/3( -  2)1/7(  1)1/3(
 مجموع  34)73/4(  33)12/7(  51)31(  11)3/3(  1)7(  5)4/3(
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: ایزوله 4تا  2ستون  (بعد تایید توالی)، Dgla: کنترل مثبت ژن 1. ستون )111 pbمارکر( AND: Mستون ". Dglaژن  RCP: ژل الکتروفورز محصولات 1شکل 
 "الگو ANDبدون   RCP: واکنش3ستون  ، )35872 CCTA: کنترل منفی (سودوموناس آئروژینوزا 5ستون ، مثبتبالینی های 
 
 بحث:
ه ب طلب فرصت پاتوژنبه عنوان یک  آئروژینوزا سودوموناس 
 بیماران در کهدارد  انتشار محیط های بیمارستانی در وسیعی طور
دریافت   و سوختگی نوتروپنی، ایمنی، سیستمدر  نقص چارد
این  .71کنندگان پیوند ایجاد بیماری های جدی و مخرب می کند
و  ذاتی مقاومتمختلف  بودن فاکتورهای دارا ارگانیسم به سبب
قابلیت کسب و انتشار الگوهای متنوع مقاومت دارویی در حال 
ایجاد  رل عفونتمشکلات فروانی را برای متخصصین کنت حاضر
نتایج مطالعات انجام شده در این خصوص حاکی از   کرده است.
آمار بالای مرگ و میر بیماران به دنبال آلودگی با این ارگانیسم 
در ایزوله های  آلژیناتتوانایی تولید  .11های مقاوم است
عنوان یک فاکتور بیماریزایی مهم که  به آئروژینوزا سودوموناس
ود، در بافت هدف می شباکتری این اری زایی بیم تقویت سبب
پژوهشگران را  از تحقیقات قابل توجهیهای اخیر بخش در دهه
مطالعات انجام شده نتایج حاصل از  .31است داده اختصاصبه خود 
جدا شده از ایزوله های باکتریایی  از %11حدود که  نشان می دهد
مولد عفونت با د ادرنتیجه ایج سیستیک فیبروزیسبیماران مبتلا به 
ا ب در واقع آلژینات با تشکیل بیوفیلم .12 است بیماراندر آلژینات 
باکتری ها در برابر انواع تنش های محیطی مقاوم که عث می شود 
ارای د آئروژینوزا سودوموناسنظر به اهمیت ایزوله های  .تر باشند
الگوی مقاومت دارویی چندگانه در ایجاد عفونت های بالینی 
، مطالعه حاضر به بررسی توانایی تولید آلژینات در این ایزوله مهم
های مقاوم جدا شده از بیمارستان های شهرهای قزوین و تهران 
 می پردازد.
حضور در مجموع نتایج حاصل از این مطالعه حاکی از 
 سودوموناس) در ایزوله های %11/7آلژینات (ژن کد کننده بالای 
اومت دارویی چندگانه است. این دارای الگوی مق آئروژینوزا
نتیجه در مقایسه با سایر نتایج مطالعات انجام شده در این زمینه 
حاکی از حضور و نقش قابل توجه این فاکتور بیماریزایی مهم در 
العه در مطاین ارگانیسم است.  ازایجاد عفونت های بالینی ناشی 
بر روی ایزوله های  ولدبیگی و همکاران ای که توسط
 ،جدا شده از بیمارستان طالقانی آئروژینوزا دوموناسسو
 آزمایشگاه مرکزی ایلام و بیمارستان میلاد تهران انجام شد، در
دارای ژن کد کننده آلژینات بودند. در  ) ایزوله%23( 34 موعمج
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 این مطالعه تمامی ایزوله های جمع آوری شده از بیماران مبتلا به 
 %31/3ت بودند در حالی که  سوختگی حاوی ژن کد کننده آلژینا
از ایزوله های جمع آوری شده از بیماران مبتلا به عفونت های 
 .12نددادراری از نظر حضور ژن کد کننده آلژینات مثبت بو
 onhsaR توسطخرم آباد ای که در در یک مطالعه  
 آئروژینوزا سودوموناسایزوله های و همکاران بر روی   eeaT
انجام شد بیمارستان  UCIان بستری در بیمار ازجمع آوری شده 
کد کننده آلژینات  Dglaاز ایزوله ها دارای ژن  %13 در مجموع
 نمونه بالینی 212بر روی  votiMدر تحقیقی که توسط  .22بودند
در  مبتلا یرغ سیستیک فیبروزیس ومختلف از بیماران مبتلا به 
ه های از ایزول %51/7و  %23به ترتیب  بلغارستان انجام شد ،
جدا شده از بیماران مبتلا و غیر مبتلا به  آئروژینوزا سودوموناس
  gnilhetSی در مطالعه  .32بودند Dglaحاوی ژن  FC بیماری
سودوموناس گونه از  121از مجموع در برزیل،  و همکاران
عفونت های مختلف مبتلا به جدا شده از بیماران  آئروژینوزا
 Dglaژن  له ها از نظر حضورتمامی ایزو بستری در بیمارستان
 .42ندگزارش شد مثبت
 anyzrataK، 52 در عراق همکاران و doomhaM
 72 و همکاران در روسیه vonotnAو  32و همکاران در لهستان
جدا  سودوموناس آئروژینوزادر ایزوله های  Dglaژن فراوانی نیز 
 نشده از بیماران مبتلا به عفونت های مختلف بستری در بیمارستا
 .درصد گزارش کردند 111را های مورد مطالعه 
از  Dglaدر این مطالعه اکثر ایزوله های حاوی ژن 
بخش های مراقبت ویژه و از نمونه های خون و بیماران بستری در 
ادرار جداسازی شدند که در مقایسه با نتایج اکثر مطالعاتی که در 
شرایط ویژه این زمینه انجام شد، همخوانی دارد. به نظر می رسد 
بیماران بستری در این بخش، وخیم بودن حال بیماران، بستری 
طولانی مدت بیماران در این بخش، به کار بردن ابزارهای تهاجمی 
درمانی از قبیل تراشه و کاتتر، مواجه بودن بیماران با آنتی بیوتیک 
های وسیع الطیف و نهایتا ًنبود ابزارها و راهکارهای مناسب کنترل 
از دلایل عمده حضور این ارگانیسم بیماریزا با الگوی  عفونت
 د.می باش آلژیناتمقاومت دارویی چندگانه و قابلیت تولید 
  :نتیجه گیری
 نتایج حاصل از این مطالعه حاکی از حضور قابل توجه ایزوله های
با الگوی مقاومت دارویی چندگانه در روژینوزا سودوموناس آئ
بیمارستان های مورد مطالعه است. نظر به حضور بالای ژن کد 
کننده آلژینات در این ایزوله های مقاوم و افزایش قابل ملاحظه 
 این ارگانیسم های مقاومموقع  به قابلیت بیماریزایی آنها، شناسایی
و  پیشگیری کنترل عفونت،راهکارهای مناسب  انتخاب در
  ری است.ضرو مناسب یدرماناستراتژی صحیح 
  تشکر و قدردانی:
کارکنان مرکز تحقیقات سلولی و ملکولی دانشگاه ریاست واز 
 لازم به ذکر است که این می شود.قدردانی  علوم پزشکی قزوین
 کینرگس پور زرشپایان نامه ی خانم  از نتایج یمقاله حاصل بخش
جهت اخذ مدرک کارشناسی ارشد میکروبیولوژی در دانشگاه 
 آزاد اسلامی واحد زنجان می باشد. 
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Abstract 
Background: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic 
infection that can occur in burn and immunocompromised 
patients causing several clinical problems for specialists. Most of 
infection caused by this organism are associated with production 
of alginate exopolysaccharide and biofilm formation in targets 
which can increase drug resistance. The aim of this study was to 
evaluate the frequency of alginate among multidrug resistant P. 
aeruginosa isolated from Qazvin and Tehran hospitals. 
Methods: In total, 115 clinical P. aeruginosa isolates were 
collected from educational hospitals of Qazvin and Tehran 
hospitals during 2012 to 2014. Antimicrobial susceptibility was 
further determined by disk agar diffusion method. PCR and 
sequencing assays were performed for detection of algD gene 
among MDR isolates.  
Results: Results of this study showed 94(81.7%) of MDR isolates 
were positive for the presence of algD gene. The positive isolates 
were mostly obtained from blood samples (28.7%) and patients 
admitted in ICUs (36.5%).  
Conclusion: These findings showed the high prevalence of algD 
among MDR P. aeruginosa isolated from admitted patients in 
studied hospitals. According to clinical importance of these 
isolates, using an appropriate infection control policy and 
therapeutic strategy is necessary  
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